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I L T Der nachwachsende Rohstoff :
m KAISERSLAUTERN BIQVT

Gras

e Ca. 600.000 ha werden in Deutschland fur Produktion von
Gras genutzt!

e Ertrag: ca. 150.000.000 t Griinmasse?

* Gras enthalt viele biotechnologisch nutzbare Substanzen

] * Nachteile bei der industriellen Nutzung:
— Schneller Verderb wahrend der Lagerung

— Verfugbarkeit auf die Wachstumsperiode (Mai bis Oktober)
beschrankt

! Statistisches Bundesamt, Bodennnutzung 2008
2 Statistisches Bundesamt, Bodennnutzung 2008
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m KAISERSLAUTERN Silieren BigVT

« Traditionelle landwirtschaftliche Technik

e Grasschnitt wird in Silos oder Ballen gepresst
 Anaerobes Wachstum von Lactobacilli

« Ansauerung und anaerobe Bedingungen bewirken

Y Konservierung

* Produktion wertvoller Produkte wie organischer Sauren

 Andere Pflanzenbestandteile, wie Zucker und
Aminosauren, werden freigesetzt
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KAISERSLAUTERN Nutzung der Silage BigVT

e Grundfutter fur Pferde und Kiihe
* Biogasherstellung

» |solierung werthaltiger Komponenten (Milchsaure
und AS)

I o Ziel dieser Arbeit: Nutzung von Silage als
nachwachsenden Rohstoff fur die Produktion von

Grund- und Feinchemikalien
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KAISERSLAUTERN Projekti dee BigVT

[ Stammoptimierung

Milchséaure

vy v v

[ Ethanol] [ 1,2-Propandiol ] [Bernsteinsaure ] [ Itakonsaure
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KAISERSLAUTERN Hydrolyse der Sllage BigVT

 Vermutung: Silierung bewirkt verbesserte
Hydrolysierbarkeit => keine Vorbehandlung notwendig

e Enzymatische Hydrolyse mit Enzymen von Novozymes
 pH 4 in Citronensaure-Phosphatpuffer

Y  Hydrolyse ohne zusatzliche Vorbehandlung erbrachte
1,2 g/L Glukose im Hydrolysat

e Ausbeute: 0,03 g Glukose /g TM
« =>Vorbehandlung erforderlich




ol
=
I m  TECHNISCHE UNIVERSITAT

m KAISERSLAUTERN Hydrolyse der Sllage BigVT

» Beste Vorbehandlung: alkalisches Peroxid
e 2% H,0, in Wasser, pH 11, 50 °C, 24 h
« Silagekonzentration:
— Beste Ausbeute: 40 g/L Silage
— HOchste Konzentration im Hydrolysat: 120 g/L
* Eingesetzte Enzymmenge:
e Celluclast 1.5L: 160 pL/g TM,

* Novozyme 188: 16 uL/g T™M
* Shearzyme 500L: 53,3 uL/g T™M

pH 4, 50 °C, 24 h

Silagekonzentration 40 g/L 120 g/L
Glukoseausbeute 0,198 g/g 0,09 g/g
Glukosekonzentration 7,9 g/L 10,7 g/L
Zuckerausbeute 0,323 g/g 0,212 g/g
Zuckerkonzentration 12,9 g/L 25,4 g/L




=
I m  TECHNISCHE UNIVERSITAT
™

KAISERSLAUTERN Silag epresssaft BigVT

Zusammensetzung unabhéangig von Pressbedingungen ab
100 bar

1 kg Silage (FM) liefert 270 mL Presssaft

Y Konzentration [g/L] ;f: ;
Glukose 20 ..f
Milchsaure 80
Ethanol 4

™ 390
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Aufarbeitung der Milchsaure BigVT

Milchsaure stellt einen wichtigen Building Block fr die
Produktion biobasierter Kunststoffe (z.B. PLA) dar

Presssaft enthalt ca. 80 g/L Milchsaure => Gewinnung der
Milchsaure aus Silage wirtschaftlich interessant

Isolierung der Milchsaure aus Silagepresssaft erfolgt mittels
FlUussig-Flussig-Extraktion mit lonischen Flissigkeiten




=
I m  TECHNISCHE UNIVERSITAT
m KAISERSLAUTERN

Aufarbeitung der Milchsaure
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KAISERSLAUTERN Aufarbeitung der Milchsaure BigVT

« Bel einigen lonischen Flussigkeiten grof3er Einfluss der

Temperatur auf die Extraktion
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 Fermentation von Corynebacterium glutamicum auf
Silagepresssaft

 GRAM-positiv, hoher G+C-Gehalt, GRAS-Status

* Einer der wichtigsten biotechnologischen
Produktionsorganismen, ca. 2 Mio t Aminosauren/Jahr

BN . Seit 2003 ist das gesamte Genom bekannt =>
Modellorganismus flr Systembiologie

Eggeling, Bott- Handbook of Corynebacterium glutamicum , Taylor & Francis Group, 2005
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L-Lysin-Produktion BigVT

C. glutamicum kann auf D- und L-Laktat als einziger C- und
Energiequelle wachsen
2 Gene benotigt:

— D-Laktat-Dehydrogenase: konstitutiv exprimiert, geringe
Expressionsrate

— L-Laktat-Dehydrogenase: induzierbar
Kofaktor der Laktatdehydrogenase: NADH
Lysinproduktion bendétigt 4 mol NADPH / mol Lysin

=> NADPH-Synthese in der Glukoneogenese ist von
grofldem Interesse

C. glutamicum muss seinen Stoffwechsel umstellen und bei
Wachstum auf Milchsaure andere NADPH-Quellen
aktivieren kdnnen
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Stammoptimierung

Bel niedrigen Wachstums-
raten: Isocitrat-Dehydrogenase

Bei hoheren Wachstumsraten:

. dann

Generiert zusatzliches NADPH
ohne Kohlenstoffverlust

Exponentielles Wachstum st
von der Konzentration der
Malatdehydrogenase abhangig

m

4p
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KAISERSLAUTERN Stammoptimierung BigVT

 Vorgehensweise:
* Verbesserung des Wachstums auf D- und L-Laktat

B . Verbesserung von Wachstum und L-Lysin Produktion auf
simulierten Presssaften

« Identifikation potentieller Ziele fur weitere
Stammverbesserungen
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KAISERSLAUTERN Stammoptimierung BigVT

Verbesserung der Expression von D-Laktatdehydrogenase
und Pyruvatcarboxylase: Austausch des naturlichen
Promotors gegen den starkeren Psod-Promotor

I ¢ Integration der Modifikation ins Genom
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e LysC auf Minimal- 220
medium mit Laktat als | & >
einziger C- und o
Energiequelle, 0.00
B Haec0244N7 B
« Verbesserter Stamm -
LysC-dld-Psod auf | '
Minimalmedium  mit | ° s
Laktat als einziger C- "
und Energiequelle, o 2 4 6 5 10
l,]_maX:O,341 h_l Zeit [h]l
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 Fermentierbarkeit der Hydrolysate durch Co-Fermentation
von Saccharomyces cervisiae und Pachysolen tannophilus
getestet

Phosphoric acid

Alcaline Peroxide
Phosphoric acid with supplements [)
Alcaline Peroxide with supplements

ODgy, [']

T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Cultivation time [h]

* Die Hydrolysate mit den besten Ausbeuten und
Konzentrationen sind nutzbar

e Supplementierung mit Vitaminen, Spurenelementen und
Stickstoffquelle notwendig
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e Getestet durch Co-Fermentation von Saccharomyces
cervisiae und Pachysolen tannophilus

BigVT

122 : 14 - -
m  undiluted m  without Supplements
o 12 1| @ with Supplements
A 15 A 12

091 v 110 °

OD,, -]

r I r I r I r I r I ) r I r I r I r I r I
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
cultivation time [h] Cultivation time [h]

e Presssaft muss verdinnt werden
« Keine Supplementierung notwendig
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presssaft

e Sehr geringes W, bereits bel 30 gyichsaure’
Milchsaurekonzentration im Presssaft: 80 g/L

0,4

MS-Konzentration bei
1:5 verdinntem Presssaft

0,0 . I . I . I
0 10 20 30

Milchsaurekonzentration [g/L]
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« 1 kg Silage (TM) liefert 540 mL Presssaft, aber 25 L
fermentierbares Hydrolysat (bei 40 g/L Silage)

Medium Ausbeute [Jeinanol / K9silage vl
Y Verdunnter Presssaft (1:5) 11,3
Presssaft Fed-Batch 14,4
Hydrolysat, 40 g/L Silage 52,5
Hydrolysat, 120 g/L Silage 25,8

Verdunnter Presssaft (1:5)

+ Hydrolysat (120 g/L) 35,9

« => Presssaft erreicht hdhere Ethanolkonzentrationen,
Ausbeute pro kg Silage aber mit Hydrolysaten besser

 Nachteil der Hydrolysate: bendtigen Zusatze
e LoOsung: Kombination von Hydrolysat und Presssaft



I R Weitere Produkte BigVT

e 1,2-Propandiol

— Lasst sich fermentativ mit Lactobacillus buchneri aus
Milchséaure darstellen

— Nutzbar fur Polyester, pharmazeutische Produkte und als

Frostschutz
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Elfering et al. (2001): Anaerobic conversion of lactic acid to acetic acid and 1,2-propanediol by Lactobacillus buchneri.
Appl. Environ. Mikrobiol 67, pp 125-132.
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KAISERSLAUTERN Weitere Produkte BigVT
 Bernsteinsaure
0 — Petrochemische Spezialchemikalie
HD\H/\)LGH — Potentieller wichtiger Building Block fur biobasierte Wirtschaft
5 — Nutzbar fir
* Polymere
e LoOsungsmittel
| + Nylon
— Fermentative Herstellung mit Actinobacillus succinogenes verbraucht
CO,
« |takonsaure
O — Potentieller Building Block
HO)UH/OH — Nutzbar als
o » Co-Polymer

 Farbzusatz
» Detergenz
* |n Pharmazeutika
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KAISERSLAUTERN Zusammenfassung BigVT

e Silage bietet die Mdglichkeit, den Rohstoff Gras ganzjahrig
zur Verfligung zu halten

 Nach Vorbehandlung kdnnen fermentierbare Zucker durch
enzymatische Hydrolyse aus der Silage gewonnen werden

I » Fermentierbarkeit des Presssafts durch hohe
Konzentrationen organischer Sauren eingeschrankt

« Herstellung von Ethanol aus Silage wurde gezeigt
e Produktionsstamm wird ftr L-Lysin-Produktion optimiert

 Milchsaure kann aus dem Silagepresssatft extrahiert
werden

e => Produktion unterschiedlicher Grund- und
Feinchemikalien aus Silage mdglich
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KAISERSLAUTERN Weitere Arbelten &Q\ﬂ'

 Prozessoptimierung der Ethanolproduktion (Fed-Batch-
Prozesse)

« Ubertragung auf Fermentationen zu weiteren
Grundchemikalien

BN - Einsatz der genetisch optimierten Stamme auf
Realmedien

 Bestimmung der Vergarbarkeit der Restsubstanzen in
Biogasprozessen

« Stoffliche und energetische Bilanzierung des
Gesamtprozesses (Gewinnung von Milchsaure;
Fermentation der Hydrolyse- & Presssaftfraktion;
Biogaserzeugung)
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